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摘要 : 为 研究 蝗 类 的 卵黄 发 生 及 其 机 理 , 用 长 角 血 蝗 Haemaphysalis longicornis 8B 9& f Ñ Cvitellin; Vn2 5835€ BALB/c 小 
鼠 , 取 免 疫 鼠 脾 细胞 与 骨髓 瘤 细 胞 SP2/0 进行 融合 ,经 3 次 克隆 化 筛选 ,获得 6 株 能 稳定 分 泌 抗 Vn 的 单 克隆 抗体 
(McAb), 即 1B5, 2A7, 2B8, 2F2, 3A1 和 3G1。1B5, 2B8 和 2F2 亚 型 为 IgGA; 2A7 亚 型 为 IgG1; 3A1 和 3G1 亚 型 为 
IgG2a。6 株 McAb 均 具 有 高 度 特异 性 , 效 价 在 1:10 以上。 选取 效 价 和 特异 性 最 好 的 1 株 抗体 1B5 进行 SDS-PAGE 
分 析 和 亲和力 测定 , 测 得 1B5 重 链 和 轻 链 的 分 子 量 分 别 为 58 kD 和 21 kD, 亲 和 常数 为 2.8993 x 1075. Western 免疫 
印迹 分 析 发 现 6 株 单 抗 均 与 Vn 的 8 个 亚 基 发 生 免 疫 反 应 。 本 研究 成 功 制备 了 6 RHK fü LIP. Vn 的 单 克隆 抗体 ， 
为 深入 阐明 长 角 血 蝗 卵 黄 发 生 的 过 程 与 调控 机 理 提 供 了 重要 的 工具 。 
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Preparation and identification of monoclonal antibodies to the vitellin from 
















































































































































































































































































the hard tick Haemaphysalis longicornis Neumann (Arachnida: Ixodidae) 
LI Xiao-Ming; ZHANG Zhi-Ping; YANG Xiao-Long; WANG Duo» LIU Jing-Ze' College of Life Sciences; 
Hebei Normal University; Shijiazhuang 050016; China) 

Abstract This study aims at tick vitellogenesis and its mechanism. Six hybridoma cell lines secreting 
monoclonal antibody € McAb? against vitellin (Vn) of the hard tick Haemaphysalis longicornis were produced 
by fusing myeloma cells (SP2/0) with spleen cells; both from BALB/c mouse which were immunized with the 
Vn. They were named as 1B5; 2A7; 2B8, 2F2; 3A1 and 3G1, respectively. Further identification indicated 
that 1B5, 2B8 and 2F2 were of the isotype IgGA, 2A7 was of the isotype IgG1, while 3A1 and 3G1 were of 
the isotype IgG2a. All the six antibodies had high specificity and affinity» and their titers were over 1075. 
SDS-PAGE and affinity analysis of 1B5; whose specificity and titer were the highest indicated that the 
molecular masses of its heavy chain and light chain were 58 kD and 21 kD» respectively; and the affinity 
constant was 2.8993 x 10^. Western blot analysis showed that the six antibodies had specific immunological 
reaction with the eight subunits of the Vn. The six McAbs against the Vn of H. longicorns prepared and 
identified successfully in this study may provide an important tool for further elucidating vitellogenesis and its 
regulation mechanism in H. longicorns . 

Key words: Haemaphysalis longicornis; vitellin; monoclonal antibodies; molecular characteristics; subunit 
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蜂 类 是 专 性 吸血 的 外 寄生 动物 ,在 虫 媒 疾病 中 因此 卵黄 发 生 是 研究 时 类 生殖 调控 的 核心 问题 。 
由 其 传播 的 病原 体 种 类 最 多 , 对 人 类 健康 和 畜牧 生 单 克隆 抗体 具有 特异 性 强 、 检 测 灵 敏 度 高 等 


优 


产 危 害 极 大 ( 邓 国 藩 和 姜 在 阶 ,1991)。 凰 具有 极 大 ”点 ,广泛 用 于 昆虫 生理 生化 的 研究 。 董 胜 张 等 


接 影响 其 生殖 力 ， 蛋白 (vitellin，Vn) 的 单 克 隆 抗 体 ,使 开展 其 卵黄 发 生 


而 卵黄 发 生 是 卵 梨 成 熟 的 关键 ， 




























































































基金 








EL 
H 


~ 

































































HH: 国家 自然 科学 基金 项 目 (30670259); 教育 部 高 等 学 校 博 士 学 科 点 专项 科研 基金 (20050094002); 河北 省 自然 科学 基金 项 

















作者 





AC 


(2007000266) 
简介 : 李晓明 , 女 ,1983 年 7 月 生 , 河 北 承 德 人 ,人 硕士 研究 生 ,研究 方向 昆虫 生理 生化 与 分 子 生 物 学 , E-mail: xiaoming830723 € 163 . com 


























x 通讯 作者 Author for correspondence: E-mail: jzliu21 € heinfo. net 





























JJ] Received: 2008-06-01: 接受 日 期 Accepted: 2008-09-03 


























10 期 李晓明 等 : 长 




















LIBE BE SEL 


白 单 克隆 抗体 的 制备 及 鉴定 1029 





























及 其 内 分 泌 调 控 成 为 可 能 ,充分 显示 出 其 强 特异 性 、 
高 灵敏 度 的 优点 。 单 克隆 抗体 用 于 分 离 昆 虫 体内 的 
功能 蛋白 和 受 体 ( Kramerov et al.，1997; Barreau et 
al .，1999; Sun et al.» 20032, X A KEH EAS R 
的 时 间 动 态 进行 跟踪 (Ohnishi et al.» 1995), 确定 抗 
原 和 蛋白 的 合成 位 点 (Chandra et al., 2004), WI ER 
的 某 些 生理 机 制 (Symondson et al.，1999; Peng et 
al .，1999) 等 , 显示 出 其 独 有 的 优越 性 。 

Sankhon 等 (1999) 制 备 了 变异 革 幅 Dermacentor 
variabilis Vn 的 单 克 隆 抗体 ,成 功用 于 血 淋 巴 成 分 分 
析 及 激素 对 脂肪 体 发 育 的 影响 ，Nakajima 等 (2003 ) 
th E SS 8 TILES Haemaphysalis longicornis 中 肠 和 蛋白 
I] 88 v EUM. LT SP X GEI MEAS XEYG. KF 
在 纯化 出 长 角 血 蝗 Vn( 杨 小 龙 等 ,2004) 的 基础 上 ， 
首次 制备 其 单元 隆 抗体 , 并 对 纯化 的 抗体 进行 了 
系列 鉴定 , 以 期 为 研究 长 角 血 蝗 卵 黄 发 生 及 其 调控 
机 理 提 供 有 效 方法 。 


1 材料 与 方法 


1.1 长 角 血 蝗 的 采集 与 喂养 

长 角 血 蝗 若 蝗 采 自 河 北 省 小 五 台山 国家 自然 保 
护 区 山羊 体 上 ,在 实验 室 人 工 气候 箱 中 培养 (温度 
26+1%C; RH 7596; 光照 周期 6L:18D), WURZ IR. 
若 蝗 和 成 蝗 吸 血 均 在 家 兔 耳 上 进行 , 非 寄 生 期 在 人 
工 气候 箱 中 培养 , 条 件 同 上 。 
1.2 Vn 抗原 的 制备 

参照 杨 小 龙 等 (2004) 的 方法 纯化 长 角 血 蝗 卵 黄 
蛋白 ,收集 雌 凰 当天 产 的 卵 1 g HAE DEAR P 
磺 酰 氟 CPMSF) 的 2 mL 0.01 mol/L Tris-HCl 缓冲 液 
CpH8.0) 中 , 冰 浴 条 件 下 勾 浆 ,4% ,9 000 rpm 离心 
15 min; 取 上 清 液 作为 卵 粗 提 物 , 先 上 Sepharose CL- 
AB 凝 胶 层 析 柱 ,在 280 nm 和 400 nm 处 检测 光 吸 收 
值 ,收集 合并 两 处 名 有 最 大 吸收 值 的 洗 脱 液 。 再 用 
DEAF-Cellulose 52 离子 交换 层 析 柱 , 用 含 0 ~ 0.8 
mol/L NaCl 的 0.02 mol/L Tris-HCl 缓冲 液 C(pH 8.026 
度 洗 脱 ,样品 收集 同 凝 胶 层 析 。Bradford( 19762: 30] 
定 蛋 和 白 浓 度 , native-PAGE 检测 蛋白 纯度 , 样品 
-70% 下 贮存 备用 。 
1.3 Vn 单 克 隆 抗体 的 制备 

所 用 免疫 动物 为 6~ 8 周 龄 的 BALB/c "BR. 3 
50 ug 抗原 与 等 体积 弗 氏 完全 佐 剂 充分 乳化 ,人 颈 背 i 
皮下 注射 小 鼠 , 每 隔 两 周 分 别 进行 第 2 次 和 第 3 
免疫 (50 ug 抗原 与 等 体积 弗 氏 不 完全 佐 剂 充分 乳 
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化 , 颈 背 部 皮下 注射 )。 第 3 次 免疫 后 两 周 进行 加 强 
免疫 ,用 不 含 佐 剂 的 抗原 100 ug 腹腔 注射 于 小 鼠 。 
加 强 免 疫 3 d 后 , 取 其 脾 细胞 与 呈 对 数 生 长 期 的 骨 
BEA AHE SP2/0 以 1:5 的 比例 进行 融合 ,融合 剂 为 
50% 聚 乙 二 醇 (PEG)3350 溶液 。 融 合 细胞 在 预先 铺 
有 饲养 层 细胞 的 06 孔 培 养 板 中 用 BAT 培养 液 作 选 
择 性 培养 ,然后 改 用 HT 培养 液 筛选 杂交 瘤 细 胞 , eg 
杂交 瘤 细 胞 长 到 1/3 孔 时 , 取 其 上 清 以 间接 ELISA 
法 筛选 阳性 克隆 , 并 对 检 出 的 阳性 孔 以 有 限 稀释 法 
进行 3 次 克隆 化 培养 , 阳性 率 达 到 10096 Ji 7 X 
养 , 冻 存 细胞 株 (Liddell and Cryer, 1991). 
1.4 单 克隆 抗体 的 纯化 

注射 石 腊 油 于 BALB/e 小 鼠 ,1 周 后 腹腔 注射 已 
建 株 的 杂交 瘤 细 胞 约 2 x 10;。10 d 后 收集 腹水 , 离 
心 取 上 清 , KH SE ERR RE BE TE C McKinney and 
Parkinson，1987) 纯 化 抗体 , 腹水 用 0.06 mol/L ME WR 
缓冲 液 稀释 3~4 倍 ,0.5 mol/L NaOH 调 pH 至 4.5， 
在 振荡 (搅拌 ) 下 , 逐 滴 加 入 辛酸 (每 mL 稀释 液 加 25 
uL ÆR), 室温 搅拌 30 min, 10 000 rpm; 离心 30 min; 
取 上 清 , 滤纸 过 滤 , 将 滤液 与 0.1 mol/L 磷酸 盐 缓 冲 
液 (PBS)(pH 7.4) 按 10:1 比例 混合 , 冰 浴 至 4% ,每 
mL 滤液 加 0.28 g MER EX, fi Tl 30 min» 10 000 rpm: 
离心 20 min 取 沉 淀 溶 于 原 腹 水 1/10 体积 的 0.01 
mol/L PBS 中 ,用 50 倍 体 积 上 述 缓冲 液 透 析 过 夜 , 换 
液 2~3 次 ,3 000 rpm 离心 30 min 取 上 清 , 即 为 纯化 
的 IgG. 
1.5 单 克隆 抗体 亚 型 鉴定 
单 克 隆 抗体 亚 型 鉴定 采用 Sigma 公司 的 mouse 
monoclonal antibody isotyping reagents, 具体 方法 按说 明 
书 进行 。 重 复 3 次 。 
1.6 单 克隆 抗体 效 价 测定 

采用 间接 ELISA 法 检测 抗体 效 价 ( 董 志 伟 和 王 
EK, 2002). CIOSUSUH 0.05 mol/L 碳酸 盐 绥 冲 液 (pH 
9.60 Wt FE 78. 5 ug/ml, 包 被 酶 标 板 ,4% 下 放置 24 h; 
(2)PBST( PBS, 0.05% Tween-20) 洗 3 次 ,每 孔 加 入 
200 uL 10% 的 胎 牛 血清 ,37%C 封 闭 2 h; (3)PBST 洗 3 
次 ,每 孔 加 入 100 uL 1:200 倍 比 稀 释 的 抗体 ,37C 放 
45 min: (4) PBST 洗 3 次 ,每 孔 加 入 100 pL 以 
PBST 1:10 000 稀释 的 辣 根 过 氧化 物 酶 标记 的 山羊 
抗 小 鼠 IgG,37% 放 置 30 min; (5)PBST XË 3 次 ,加 入 
100 uL 3 ,3 ,5 5- 四 甲 基 联 苯胺 CTMB ) 显 色 液 ,37%C 
放置 15 min; (6) 以 每 孔 50 uL 2 mol/L H,SO, 终止 反 
ME, Bie DUET HU] 450 nm 吸收 值 。 重 复 3 次 。 
1.7 单 克隆 抗体 的 SDS-PAGE 分 析 
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电泳 浓缩 胶 596. 稳 压 80 V. 分 离 胶 浓度 1296, 
稳 压 120 V. 电泳 时 间 约 4h。 取 下 泌 胶 , 考 马 斯 亮 蓝 
R-250 染色 , 冰 酷 酸 甲醇 脱色 液 脱色 。 重 复 3 次 。 
1.8 单 克隆 抗体 特异 性 鉴定 

采用 双 抗 体 夹心 ELISA 法 ( 董 胜 张 等 , 2007) 检 
测 抗体 特异 性 。(1) 首 先 将 雄 蝗 、 雌 凰 唾液 腺 和 马 氏 
管 分 别 研磨 后 超声 波 破 碎 ( 功 率 400 W, 每 次 3 s, D] 
隔 30 s. 破碎 3 次 ),9 000 rpm 离心 15 min, 取 上 清 作 
为 检测 抗体 特异 性 的 其 他 相关 抗原 。(2) 单 克隆 抗 
体 用 0.05 mol/L 碳酸 盐 缓冲 液 (pH 9.6) 稀 释 成 5 
ug mL» 包 被 酶 标 板 ,4% 放 置 24 h; (3)PBST 洗 3 次 ， 
每 孔 加 入 200 uL 的 10% 的 胎 牛 血清 ,37%C 封 闭 2 h; 
(A) PBST VË 3 次 ,每 孔 加 入 100 uL 相关 抗原 ,空白 对 
照 孔 加 100 uL PBST, 阳性 对 照 孔 加 100 uL Vn 溶液 ， 
37% 放置 45 min; (5)PBST 洗 3 次 ,每 孔 加 入 100 pL 
1:5 000 稀 释 的 Vn 抗 血 清 , 37°C 放置 45 min; (6) 
PBST 洗 3 次 ,每 孔 加 入 100 uL 以 PBST 1:10 000%% 
释 的 辣 根 酶 标记 的 羊 抗 倪 fgG, 37%C 放置 30 min: 
(7)~(8)1.6 中 (5)~(6)。 重 复 3 次 。 

1.9 单 克隆 抗体 亲和力 测定 

采用 非 竞争 ELISA 12; CE zs Fl RU E K, 2002) W 

定 抗体 灯 和 力 。 抗 原 包 被 浓度 为 1,0.5,0.25,0.125 
uglmL. 抗体 1: 50 倍 比 稀释 。 酶 标 仪 450 nm 
后 ,以 OD 为 纵 坐标 , 以 lel Ab 128 BA bs, 在 同一 

标 内 绘 4 条“S” 形 曲线 , 找 出 不 同 抗原 稀释 度 下 OD- 
lg Abj“S” 形 曲线 上 1/2 0D,, 时 对 应 的 抗体 浓度 
(LAb]， L Ab'' ], [Ab D, did Vigo 
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LAb’ JML Ab], 分 别 代表 抗原 信 比 稀 释 中 两 个 不 同 
浓度 ([ Ag']， 和 [ Ag]? F, YE OD = 1/2 0D,, 时 对 应 的 
抗体 浓度 , n 代表 抗原 LAg'] 5 L Ag, 间 的 稀释 倍 
数 ,可 得 到 4 个 Ka, 取 其 平均 值 , 即 为 抗体 的 亲 和 常 
数 。 重 复 3 次 。 
1.10 单 克隆 抗体 的 Western blot 分 析 

纯化 的 Vn 经 SDS-PAGE 分 离 (分 离 胶 8% ,浓缩 
胶 4%), 电 转移 到 聚 偏 二 所 乙烯 膜 (PVDF) 上 (90 V, 
1 h); PVDF 膜 在 0.01 mol/L 的 PBSTCpH 7.4) 中 洗 3 
次 , 5% 脱脂 奶 粉 室温 封闭 2 h; PBST 洗 膜 3 次 后 ,以 
PBST 1:2 000 稀释 的 单 抗 4C 封 闭 过 夜 , PBST 洗 膜 3 
次 ,与 1:2 000 稀释 的 辣 根 过 氧化 物 酶 标记 的 山羊 
抗 小 鼠 IgG 室温 反应 1.5 hs PBST 洗 3 次 ,3,3'- 二 胺 
基 联 葵 胺 (DAB) 显 色 后 , 蒸馏 水 终止 酶 反应 (Sankhon 
et al., 19990. E8 3 次 。 





































































































2 结果 与 分 析 


2.1 细胞 融合 及 杂交 瘤 细 胞 的 筛选 
本 研究 融合 4 块 96 孔 板 ,获得 杂交 瘤 细 胞 克隆 
288 个 ,融合 率 为 75%。 经 检测 , 阳性 克隆 56 个 ,其 
中 强 阳性 11 个 , 占 阳性 克隆 的 19.6%。 用 有 限 稀释 
法 对 强 阳 性 克隆 进一步 克隆 化 培养 ,经 3 XE BE fii 
选 ,获得 6 株 能 稳定 分 泌 抗 长 角 血 蝗 Vn I Ze A88 A 
胞 系 , 即 1B5,2A7,2B8,2F2,3Al 和 3G1, 分 别 制 取 了 
腹水 并 冻 存 。 
2.2 单 克隆 抗体 亚 型 鉴定 、 效 价 测定 
经 鉴定 ,1B5,2B8 和 2F2 亚 型 为 lgGA,2A7 亚 型 
为 lgG1,3Al 和 3G1 亚 型 为 IgG2a。 间 接 ELISA 法 单 
抗 效 价 测定 显示 ,6 株 抗体 效 价 均 在 1:51 200 以 上 ， 
IgG 浓度 均 在 10 mg/mL 以 上 ( 表 1)。 
表 1 长 角 血 蝗 卵 黄 蛋白 单 克隆 抗体 效 价 及 IgG 浓度 
Table 1 Monoclonal antibody titer against the vitellin 



























































































































































of Haemaphysalis longicornis and IgG concentration 





抗体 抗体 效 价 IgG YR BE mg/mL) 
Antibody Antibody titer IgG concentration 

1B5 1:204 800 46.528 

2A7 1:204 800 23.611 

2B8 1:51 200 41.222 

2F2 1:102 400 15.972 

3AI 1:102 400 11.806 

3G1 1:204 800 13.889 





2.3 单 克 隆 抗 体 的 SDS-PAGE 分 析 
经 SDS-PAGE 分 析 ( 图 1), 可 以 看 出 纯化 后 1B5 
有 两 条 主要 条 带 , 即 重 链 和 轻 链 , 其 分 子 量 分 别 为 
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图 1 长 角 血 蝗 卵 黄 重 白 单 克隆 抗体 的 SDS-PAGE 分 析 
Fig. 1 SDS-PAGE analysis of the monoclonal antibody 
against the vitellin of Haemaphysalis longicornis 
M: 标准 蛋白 Standard protein marker: 
1B5: 单 克隆 抗体 Monoclonal antibody. 
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58 kD 和 21 kD, 经 辛酸 -硫酸 匀 沉 淀 后 ,抗体 纯度 达 选取 效 价 和 特异 性 最 高 的 抗体 1B5 进行 亲和力 
9096 以 上 , 且 效 价 与 未 纯化 前 相 比 并 无 显 车 变化。 测定 , 非 竞 争 ELISA 法 测 得 的 数据 用 Origin6.0 软件 


2.4 单 克隆 抗体 特异 ， 





性 .亲和力 测定 


经 检测 ( 表 2), Vn 所 测 得 的 数据 均 大 于 阴性 对 
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余数 据 则 小 于 阴性 对 照 2.1 倍 , 由 





此 可 




















抗体 仅 识 别 抗原 Vn, A 5 HER 
均 具 有 高 度 特异 性 。 
R2 长 角 血 蝗 卵 黄 和 蛋白 单 克隆 抗体 特异 
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分 析 后 ,得 出 OD-lgL Ab] H 
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图 2)。 将 1/2 OD, HT 


对 应 的 抗体 浓度 [Ab],[Ab'],[Ab],[Ab'] 带 入 公 
式 Ka=Cn-1l)/2CnLAb '] - LAb ]O J; VE SE HH RU 
常数 Ka X 2.8993 x 1075, ZEE BERI IL J « 


性 鉴定 








Table 2 Identification of specificity of the monoclonal antibody against the vitellin of Haemaphysalis longicornis 













































































ODiso 
抗体 ET gom p : 
ou 阴性 对 照 [T De PIT Mr Boc 
Negative control Total protein of male Salivary of female Malpighian tubule of female Vitellin 
1B5 0.117 0.105 0.103 0.105 0.607 
2A7 0.107 0.186 0.141 0.202 0.597 
2B8 0.123 0.145 0.117 0.154 0.591 
2F2 0.118 0.114 0.104 0.115 0.545 
3Al 0.125 0.235 0.146 0.149 0.677 
3G1 0.146 0.23 0.138 0.152 0.681 
E M "Wn 1»BS 2A7 2B8$ 2F? 3AlI 36Gl ib 
UT m ——— cM cum 
0.8 4 im , ' 
200.0 Mee 
130.0. me 
. 06 ṢŅ 
E: 974 S 
7| T'HITE 
92 66.2. n r 
AAA TER 
üü T T T T T T T ee we U O enti 
DIN NEC RE c A S 0 43.0) i w * 
le[Ab] x 
图 2 ftn Me SEE ER É PESE EDERA HR is E e d f 
Fig. 2 Analysis of affinity of the monoclonal antibody Diiia c dao aia odi 
against the vitellin of Haemaphysalis longicornis 图 3 长 角 血 峰 卵 黄 蛋白 单 克 隆 抗 体 的 Westem blot 分 析 





B: Vn wy 


度 为 1 pg/mL (The coating concentration of Vn is 1 


ng/mL); 8: Vn 包 被 浓度 为 0.5 jg/mL (The coating concentration of 


Vnis 0.5 yg/mL); A: Vn 包 被 浓 





度 为 0.25 pg/mL (The coating 


concentration of Vn is 0.25 yg/mL); Y: Vn 包 被 浓度 为 0.125 pyg/mL 
CThe coating concentration of Vn is 0.125 yg/mL). 


2.5 单 克 隆 抗体 的 Western blot 分 析 











Western blot 分 析 结 果 ( 
现 8 条 棕色 条 带 , 证 明 6 PRA 
有 较 强 的 免疫 反应 。 
3 讨论 











单元 隆 抗体 技术 上 自 








and Milstein, 1975 ) 以 来 ， 





多 个 领域 , 可 作为 杀 和 























抗 与 Vn 的 8 
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的 探 针 等 ,还 是 生物 治 ; 
,由 于 昆虫 个 体 较 小 ,不 能 用 传统 的 方法 








调控 过 程 中 











了 的 导向 武器 。 在 


图 3) 显示 6 FK 
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20 世纪 70 年 代 建 立 ( Kohler 
已 被 迅速 应 用 于 生命 科学 的 


上 1 剂 、 研 究 
昆虫 发 育 

















Fig. 3 Western blot analysis of the monoclonal antibody 


against the vitellin of Haemaphysalis longicornis 


来 进行 体内 卵黄 蛋 
其 卵黄 发 生 或 降解 
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有 效 的 手段 。 
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白 的 微量 变化 的 检测 ,因此 ,研究 





乃 有 一 定 难 





度 ( 董 胜 张 等 ,2007)。 








单 克 隆 抗体 技术 的 应 用 解决 了 上 述 难 








题 , ELS 



































得 了 较 好 的 效果 。 


A EPUM BOR TEM 








Mao ff 


昆虫 的 组 织 提 取 物 发 生 免 疫 反 应 ,对 目标 抗原 进行 
\ 定 量 检测 ,为 深入 研究 昆虫 卵黄 发 生 及 
控 、 构 建 卵黄 发 生 的 时 间 动 态 模型 提供 了 
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类 研究 中 已 有 应 用 , 并 取 
Il Kaufman ( 1998) H] R WẸ 























Drosophila Vit SZ SCR È 
Amblyomma hebraeum ! 
体 。Sankhon 等 (1999 ) 采 用 
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Vn 的 和 








抗体 ,用 
白 及 体外 培养 脂肪 体 的 合成 动态 。 


于 确定 1 


抗体 成 功 检测 到 和 希 伯 莱 
重 液 腺 中 存在 旷 皮 激素 受 








白 G 杀 和 层 析 法 获得 
[淋巴 中 的 卵黄 
本 研究 利用 
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课题 组 纯化 长 角 血 凰 Vn 的 方法 ( 杨 小 龙 等 , 2004)， 
纯化 出 高 浓度 、 高 纯度 的 卵黄 蛋白 , 按 常规 单 克隆 抗 
体制 备 技 术 成 功 获 得 了 理想 的 Vn 的 单 克 隆 抗体 。 
Tff tfi d Vn 单 克 隆 抗体 含有 一 条 重 链 和 一 条 轻 
链 , 分 子 量 分 别 为 58 kD 和 21 kD; AE SPEM Vn È 
克隆 抗体 重 链 和 轻 链 的 分 子 量 分 别 为 50 kD 和 30 
kD, 表明 不 同 物 种 Vn 间 及 相应 的 抗体 间 存 在 差异 。 
获得 的 6 株 稳定 分 泌 抗 Vn 的 单 克隆 抗体 不 与 雄 晴 
总 蛋白 . 雌 蝗 唾液 腺 和 马 氏 管 结合 , 仅 识别 抗原 Vn 
说 明 6 株 抗体 具有 高 度 的 特异 性 。 这 些 抗体 特别 是 
1B5 为 深入 阐明 长 角 血 蝗 卵 黄 发 生 的 过 程 与 调控 机 
理 葛 定 了 基础 。 
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